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Résumé

L’objectif de ce travail est d’évaluer 1’effet correcteur de 1’extrait méthanolique obtenu a
partir des fruits la plante médicinale C. colocynthis contre la néphrotoxicité provoquée par la
déltamethrine chez des rats de la souche Wistar Albinos. Pour cela, des expérimentations in
vivo ont été effectués pendant 17 jours sur 16 rats males. Les rats ont été séparés en 4 groupes
de 4 rats chacun. Le premier groupe servant comme un témoin ne subissent aucun traitement,
le deuxiéme est traité par ’extrait de la plante avec une dose de 10 mg/Kg/jour, le troisiéme
est traité par la deltamethrine avec une dose de 0.32 mg/Kg/jours, et le quatrieme est traité par
la combinaison de I’extrait de C.colocynthis a une dose de10 mg/Kg et la deltamethrine a une
dose de 0.32 mg/Kg/jour. Les résultats obtenus montrent que la deltamethrine provoque une
perturbation du métabolisme qui se traduit par une modification des paramétres biochimiques
sanguins confirmée par une augmentation de la concentration de I’urée et la créatinine, et des
parametres tissulaires (tissu rénal) confirmée par une augmentation de la teneur en glutathion
réduit (GSH) et en malondialdéhyde (MDA) ,une diminution de I’activité enzymatique de la
glutathion peroxydase (GPx) et une augmentation de 1’activité enzymatique de la glutathion-
S-transférase (GST).Cependant, nos résultats révelent que, le traitement des rats par 1’extrait
méthanolique des fruits de C.colocynthis a amélioré les parametres de la fonction rénale, ainsi
que les parametres de la défense anti oxydante. Ces résultats inspirent que [’extrait
méthanoliqgue de C.colocynthis ayant un effet protecteur antioxydant vis-a-vis la
nephrotoxicité induite par la deltamethrine.

Mots cles: Citrullus colocynthis , deltamethrine , néphrotoxicité ,stress oxydant.



Abstract

The objective of this work is to evaluate the corrective effect of the extract methanolic
obtained from the fruits of the medicinal plant C. colocynthis against deltamethrin-induced
nephrotoxicity in rats of the Wistar Albino strain. For this purpose, in vivo experiments were
carried out for 17 days on 16 male rats. The rats were separated into 4 groups of 4 rats each.
The first group do not undergo any treatment the second was treated with plant extract at a
dose of 10 mg/Kg/day, the third was treated with deltamethrin at a dose of 0.32 mg/Kg/day,
and the fourth was treated with the combination of C.colocynthis extract at a dose of 10
mg/Kg and deltamethrin at a dose of 0.32 mg/Kg/day. The results obtained show that
deltamethrin causes a metabolic disturbance resulting in a change in blood biochemical
parameters confirmed by an increase in the concentration of urea and creatinine, and tissue
parameters (renal tissue) confirmed by an increase in the content of reduced glutathione
(GSH) and malondialdehyde (MDA), a decrease in the enzyme activity of glutathione
peroxidase (GPx) and an increase in the enzyme activity of glutathione S-transferase (GST).
These results inspire that the extract methanolic of C.colocynthis has an antioxidant
protective effect against deltamethrin-induced nephrotoxicity.

Key words: Citrullus colocynthis , deltamethrin , nephrotoxicity , oxidative stress.
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Introduction

Introduction

Les pesticides, encore appelés produits phytosanitaires, sont des substances chimiques
utilisées pour la croissance, la protection et la conservation des végétaux. Avant 1’utilisation
des produits phytosanitaires, les systemes de culture étaient congus pour assurer le meilleur
compromis entre le risque phytosanitaire et le potentiel de production de la culture.
Cependant, les pertes en rendement des productions agricoles dues aux maladies, aux
ravageurs et aux adventices (ou mauvaises herbes) pouvaient atteindre des proportions
importantes (Fest et Schmidt, 1973).

Apres la seconde guerre mondiale, les pesticides ont permis le développement de 1’agriculture
et ont contribu¢ a ’augmentation des rendements et a la régulation de la production agricole
(International Workshop on Crop Protection Chemistry, 2005). L’utilisation des produits
phytosanitaires a également limitée ou éradiquée un certain nombre de maladies parasitaires
trés meurtrieres. Cependant, aujourd’hui, les pesticides sont soupconnés de présenter un
risque pour la santé de I’homme et pour son environnement. Ils sont en effet fréquemment mis
en cause dans la dégradation de la qualité des eaux douces souterraines et des eaux cotieres,
dans la réduction de la biodiversité terrestre constatée dans les zones agricoles et dans les

milieux "naturels"

Parmi les pesticides usuels, les insecticides sont largement utilisés en agriculture (Nathalie et
Frédéric, 2004). La deltamethrine est un Pyréthrinoide de synthése de type Il, considérée
comme faisant partie de la classe d'insecticides disponibles la plus sdre avec une toxicité
relativement faible chez les mammiféres en raison de la présence d'un groupe ester dans la
molécule (Aldridge 1990, Vijverberg et van den Bercken, 1990).

Le stress oxydatif est I’un des principaux mécanismes de toxicité associés a I’envahissement
des pesticides de I’environnement. Il est devenu un phénomene d’actualité, en effet, le monde
des sciences biologiques et médicales est envahi par ce concept qui est, de nos jours, juge,
comme une situation physiologique impliquée dans la plupart des maladies humaines. Le
stress oxydant correspond a une perturbation du statut oxydatif intracellulaire. Il se définit
comme étant le résultat d’un déséquilibre du rapport entre les radicaux libres et les systémes
de défense antioxydants dont dispose la cellule, avec comme conséquence ’apparition des

dégats souvent irréversible pour la cellule (Pincemail et al., 2002).



Introduction

Plusieurs recherches s’orientent vers les plantes médicinales considérées comme source
énorme de multiples substances phytothérapiques douées d’activités a la fois antioxydants et
qui peuvent étre I’arme permettant de faire face au stress oxydant et ses dégats au niveau des
organes de I’étre vivant. Ainsi, Le présent travail s’intéresse a 1’é¢tude de 1’effet correcteur
d’une plante médicinale algérienne (Citrullus colocynthis), vis-a-vis la néphrotoxicité induite
par la deltamethrine chez les rats de la souche Wistar.

Ce travail est subdivisé en deux parties, la premiére partie est la synthese
bibliographique, articulée en quatre chapitres, Le premier chapitre est consacré a une
présentation ethno pharmacologique de la plante sélectionnée, le deuxieme expose des
généralités sur le stress oxydatif et les antioxydants. Dans le troisieme chapitre, on a présenté
des connaissances concernant les pesticides et en particulier la deltamethrine et son
mécanisme de la néphrotoxicité, enfin, le quatriéme chapitre est consacré a 1’étude de
I’anatomie et la physiologie du rein. La deuxiéme partie de ce travail est expérimentale,
structurée en deux chapitres, le premier expose le matériel et les méthodes en expliquant les
protocoles utilisés lors de ce travail, et le deuxieme présente les résultats obtenus et

discussions suivis par une conclusion générale.
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SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

CHAPITREL: Les Pesticides
I-1-Définition
Le terme pesticide regroupe toute substance destinée a repousser, détruire ou combattre les
ravageurs, les vecteurs des maladies humaines ou animales, et les espéces indesirables de
plantes ou d'animaux causant des dommages ou se montrant nuisible durant la production, le
stockage, le transport des produits agricoles, ou qui peut étre administrée aux animaux pour
combattre les insectes, les arachnides et d'autre parasites dans ou sur leur corps. (Ait Hamlet,
2013; Inserm, 2013; OMS, 1991; Dorothée, 2011; Calvet, 2005).
I-2-Classification
Les pesticides peuvent étre classés en fonction de leur cible et de leur groupe chimique.
(Gasmi, 2018).
I-2-1-Un classement par cible
Ce sont le plus souvent classés en fonction du ravageur visé. On distingue :les insecticides
(insectes), les acaricides (acariens), les aphicides (pucerons), les ovicides (ceufs), les
larvicides (larves), les herbicides (plantes indésirables), les fongicides (champignons), les
molluscicides (mollusques), les hélicides (escargots), les rodenticides (rongeurs), les
taupicides (taupes), les corvicides (oiseaux), les termicides (termites), et les produits répulsifs
(Rousseau, 2007).
I-2-2-Un classement par groupe chimique
Les pesticides sont parfois aussi classés en fonction de leur substance active, autrement dit
leur groupe chimique. On peut ainsi parler de pesticides organochlorés, de pesticides
organophosphorés, de carbamates, de pyréthrinoides ou encore de triazinesles phtalimides, les
chlorantraniliproles ,les flubendiamides et les cyantraniliproles (Garcia et al., 2012).
Les trois principales familles sont :
Les organochlorés (OC) : sont les premiers insecticides synthétisés et utilisés a une plus
grande échelle (Lanoixet Roy, 1976). IIs sont composés de carbone, d’hydrogéne et de
chlore (Periquet et al., 2004).
Les carbamates: sont des esters dérivés de 1’acide carbamique, utilisés autant
qu’insecticides, fongicides, herbicides et nématicides (Periquetetet al., 2004 ; Garcia et
al., 2012).
Les organophosphores (OP) : sont des composés possedant au moins un atome de

phosphore (P), ils constituent le plus grand groupe d'insecticides vendus dans le monde

(Hatcheret al, 2017).
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I-3-Dynamique environnementale des pesticides

Malgré un souci croissant de protection de l’environnement, lors de [’utilisation des
pesticides, une certaine quantité de ces substances se retrouve dans I’environnement,
principalement dans 1’air par dérive sous forme de gouttelettes ou sur le sol. (Wolfe, 1990).

IIs peuvent alors étre soumis a différents processus :

-La photo-dégradation.

-La dégradation par le phénoméne d’hydrolyse aqueuse ou de biodégradation grace aux
micro-organismes présents dans le sol.

-La rétention dans le sol jusqu’a la formation de résidus liés (adsorption)

-Le transport vers d’autres compartiments environnementaux par des processus
physicochimiques (volatilisation) ou via un vecteur, I’eau par lixiviation ou ruissellement ou

les particules de sol (désorption) (Van Der Werf ,1996)
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Figure 1: Le devenir des pesticides dans I’environnement (Philogene et al., 2002).

I1-4-Modes d’expositions aux pesticides

Les pesticides sont utilisés, non seulement dans 1’agriculture, mais aussi par divers autres
acteurs (industries, collectivités territoriales) ainsi qu’en usage domestique et vétérinaire. Des
problemes de résidus dans les légumes, les fruits, etc. sont aussi mis en évidence.
L’exposition aux pesticides se caractérise donc par une multiplicité des voies d’exposition,
ces substances pouvant penétrer dans l'organisme par contact cutané, par ingestion et par
inhalation. La grande variété de produits rend difficile 1’évaluation des expositions des
populations, qu’il s’agisse de la population exposée professionnellement (agriculteurs ou

manipulateurs), ou de la population générale. La figure 2 résume les possibles modes
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d’exposition de 1’environnement et de I’homme aux pesticides..( BOURBIA-AIT HAMLET

2013)
Environnement /“ Chaine alimentaire
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Figure 2 : Modes d’exposition des organismes vivant aux pesticides (CPP, 2002).

I-5-Les Pyréthrinoides

I-5-1-Généralités

Les pyréthrinoides sont des dérivés synthétiques des pyréthrines, substances chimiques
naturellement présentes dans certaines espéces de chrysanthemes. Ils ont été introduits sur le
marché au milieu des années 1970, en remplacant les pesticides organophosphorés. Les
pyréthrinoides constituent aujourd’hui la famille d’insecticides la plus utilisées, tant en usage
agricole que domestique (Fréry et al., 2013).

Les Pyréthrinoides sont des insecticides utilisés pour lutter contre les parasites des grandes
cultures (arachide, betterave, canne a sucre, céréales, pomme de terre, coton, mil) et contre les
parasites des arbres fruitiers et les Iégumes (Gasmi, 2018 ).

I-5-2-Classification

I-5-2-1-Les pyréthrinoides naturels

Sont des insecticides d’origine végétale, extraits du pyréthre produit par
Chrysanthemumcinerariaefolium. Cette derniere est une plante herbacée, vivace, cultivée
pour ses fleurs utilisées pour I’extraction d’une poudre insecticide contenant le pyrethre, d’ou
I’appellation pyréthrinoides. Ces composés sont instables, se dégradent rapidement et perdent
leur pouvoir toxique a la suite d’un contact avec la lumiére, I’air ou encore la chaleur (Toumi,
2013).

I-5-2-2-Lespyréthrinoides synthétiques

Sont une partie de la deltaméthrine, se caractérisent par des propriétés insecticides sur un

B

large spectre d’especes (Toumi 2013) Ils sont divisés en deux groupes :
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Les pyréthrinoides de type | : sont dépourvus du radical cyanide (Alléthrine, Tétraméthrine).

Les pyréthrinoides de type Il : portent le radical cyanide (Deltamethrine, Cyperméthrine).

TYPEX TYPEIDD

A Gy

Allethume Deltasnetluine

IS e SRR L S m v

Teétrameéthnne Cypermethnne

Figure 3 : Exemples des insecticides appartenant aux types | et 1l des pyréthrinoides
(PyabaloAklessoKadala, 2015).

I-5-3-La Deltamethrine
La deltaméthrine est un insecticide pyréthroidien synthétique de type 11, développé en 1974.
Son nom chimique est le cyano (3-phénoxyphényl) méthyle 3- (2,2-Dibrométhéthyl)
2,2dimethylcyclopropanecarboxylate de dibrométhylene(Masters et Masters, 1992).
I-5-3-1-Propriétés

La deltaméthrine se caractérise par des propriétés physiques et chimiques comme il
illustre le tableau suivant :
Tableau 1 : Principales propriétés physico-chimiques et toxicologiques de deltamethrine
(INRS, 2007 ; Toumi, 2013 ; Shivanoor et David, 2014)

o Brlﬂxﬁfo\y/@\c)@
Structure chimique !

=0

Nom chimique (1R,3R)-3-(2,2-dibromovinyl)-2,2- diméthyl-
cyclopropane carboxylate de (S)-a-cyano-3-
phénoxybenzyle

Formule chimique C22H19BraNO3

Masse molaire (g/mole) 505,20*

Point de fusion (°C) 90°C*

Solubilité dans I’eau (mg L-1) <0,002 a 25°C*

Point d’ébullition (°C) se décompose a partir de 270 °C (avant le point
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d’ébullition)

Etat physique Cristaux blancs*

I-5-3-2-Toxicocinétique de deltamethrine

I-5-3-2-1-Absorbation

La deltamethrine est une molécule lipophile, peu soluble dans 1’eau, pouvant étre absorbée
principalement par voie orale, et secondairement par voie cutanée ou encore par inhalation
(Utip et al.,, 2013). Le taux d’absorption de la deltamethrine par voie orale n’est pas
précisément connu ; on peut cependant considérer qu’il est important, de I’ordre de 90 %. Le
taux d’absorption par inhalation est probablement faible et méme par voie cutanée qui est de
I’ordre de 3,6 % chez le rat (Gasmi, 2018).

I-5-3-2-2-Distribution

Des études chez les animaux de laboratoires montrent qu’apres ingestion, la deltamethrine se
distribue dans les différents tissus de I’organisme, avec une concentration légerement plus
importante dans les graisses (demi-vie de 7 a 9 jours). Le pic plasmatique apparait 1 a 2
heures apreés 1’administration de la deltamethrine par voie orale et reste détectable jusqu’a
48heure. Elle passe dans le lait en faibles proportions (demi-vie estimée a 1 jour) (IPCS,
1990 ; Testud et Grillet, 2007 ; INRS, 2007).

I-5-3-2-3-Métabolisme

La déltamethrine est métabolisée en composés non toxiques par oxydation, par hydrolyse de
la fonction ester et par conversion du groupement cyano en thiocyanate. Chez I’homme, elle
est rapidement métabolisée au niveau hépatique avec formation d’acide 3-phénoxybenzoique,
d’acide décamétrique (ou acide cis-3-(2,2-dibromovinyl)-2,2-diméthyl-cyclopropane-1-
carboxylique ou cis-Br2CA). Les métabolites oxydés sont ensuite sulfo- ou gluco-conjugués,

facilitant ainsi leur élimination dans les urines (Ruzo et al., 1979 ; IPCS, 1990).
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Figure 4 : Voies de métabolisation de la deltamethrine chez les mammiféres (Gasmi, 2018).
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I-5-3-2-4-Elimination

La deltamethrine est éliminée de facon sensiblement équivalente, par les urines et les feces
chez le rat et la souris. Chez I’homme, 1’¢limination urinaire représente entre 51 et 59 % de la
dose absorbée ; 1’élimination fécale de 10 a 26 %. La deltamethrine peut étre éliminée soit
sous forme de 3-PBA, de cis-Br2CA, soit sous forme inchangée. La demi-vie d’élimination
varie entre 10 et 13,5 heures (Gasmi, 2018).

I-5-3-3-Toxicité de la deltamethrine

I-5-3-3-1-Toxicité aiglie

La deltaméthrine est toxique par ingestion et par inhalation. Sa toxicité par voie cutanée est
faible ; la DL50 correspondante est supérieure a 800 mg/kg chez le rat et supérieure a 2000
mg/kg chez le lapin. La deltaméthrine est classée toxique par inhalation en raison de
propriétés liées a la substance administrée sous forme de poudre. La CL50 est de 600 mg/m
chez le rat pour une exposition de 6 heures (INRS, 2007)

L’intoxication aigué se manifeste chez le rat et la souris par les signes suivants :
hypersalivation, diarrhée, dyspnée, faiblesse, défaut de coordination motrice, hypotonie,
tremblements, mouvements choréiformes, tachycardie, difficultés respiratoires et convulsions
cloniques. Les paralysies des muscles respiratoires sont susceptibles de conduire a la mort
(IPCS, 1990)

I-5-3-3-2-Toxicité subchronique, chronique

L’exposition par voie orale chez différentes especes animales pendant plusieurs semaines a
plusieurs mois met en évidence une diminution de poids des animaux ainsi que des effets
toxiques de type hypersalivation, diarrhée, vomissements, tremblements et mouvements
incontr6lés. La DSET (dose sans effet toxique) due aux signes systémiques est de 1 mg/kg/j
chez le rat et chez le chien, exposés pendant 13 semaines par voie orale, ou pendant 24 mois
chez la souris.(IPCS, 1990)
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CHAPITREII: Néphrotoxicité
I1-1-Anatomie et physiologie du rein
Les reins sont des organes jumelés de couleur rougeétre, ils sont pairs en forme d'haricot
situés a la partie postérieurs de la cavite abdominales, de chaque c6té de la colonne
vertébrales, en partie cachés par les dernieres cotes (Hoarau, 2011),environ 12 cm de long,
6cm de large et 5 cm d’épaisseur(Johan et al., 2013 ; Esther, 2015).Le rein droit est situé en
arriere du foie, le rein gauche en arriére du pancréas et du p6le inférieur de la rate, il y a de
chaque coOté une artére et une veine rénales dont 1’entrée dans le rein et la sortie hors de celui-

ci se font par la dépression médiane a laquelle est due la forme de haricot de I’organe

(Hoarau, 2011 ; Sherwood, 2012).

1-Systéme urinaire

2-Rein

3-Pelvis rénal

4-Ureétre

5-Vessie

6-Urétre

7-Glande surréenal

8-Artere rénale (rouge) et veine
rénale bleu

9-Veine cave inferieure
10-Aorte

11-Artére iliaque commune
(rouge) et veine iliaqgue commune
bleu

Figure 5: Anatomie générale du systéme urinaire (Prudhomme et al.2010).

11-1-1-Anatomie rénale
Le rein c’est un organe composé de structure qui assure le bon fonctionnement de la chimie
interne de I’organisme, il joue divers roles d’excrétion, de régulation et de sécrétion (Suzanne
et al .2011).
11-1-1-1-Structure macroscopique
11-1-1-1-1-Structure externe
Le rein est protégé par 3 couches tissulaires de I'extérieur vers l'intérieur

A- Le fascia rénal

Membrane fibreuse qui enveloppe la structure rénale. C’est un tissu conjonctif dense, et trés

riche en fibres de collagene qui constitue une sorte de gaine. Le fascia rénal permet de fixer

E

les reins aux organes adjacents de la cavité abdominale (Clémentine, 2013)
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B- La capsule adipeuse
C’est une couche moyenne qui constitue de graisse de réserve qui entoure le rein et la glande
surrénale. Elle forme ce qui est appelée la loge rénale. Elle maintient le rein en place
(Bommas-Ebert et al., 2008).

C-La capsule rénale
Considérée comme la limite externe du rein. C’est une condensation de tissu conjonctif qui
entoure le parenchyme rénal. (Clémentine, 2013)
I1-1-1-1-2-Structure interne
A- Le cortex

Le cortex rénal est la zone de filtration glomérulaire, 1l est de couleur rougeatre et de
consistance friable. Il mesure 1 cm d'épaisseur entre la base des pyramides rénales et la
capsule. Il s'insinue entre les pyramides, et chaque segment de cortex rénal inter pyramidal est
appelé colonne rénale (ou colonne de Bertin). Le cortex rénal est constitué d'une portion
contournée et d'une portion radiée.Chaque pyramide rénale, avec la zone de cortex rénal qui
I'entoure et la prolonge jusqu'a la capsule du rein, forme un lobule rénal ; raison pour laquelle
il existe une lobulation des reins chez I'enfant, qui disparait chez I'adulte (JROUNDI, 2015)

B- Médulla rénale
La médulla rénale est constituée de zones triangulaires appelées pyramides rénales (ou
pyramides de Malpighi). Les pyramides rénales contiennent des tubules rénaux droits et les
tubules collecteurs. Elles sont de couleur rouge foncé et sont striées parallelement au grand
axe du triangle. Elles sont au nombre de huit a dix par rein. Leur sommet fait saillie dans le
sinus rénal et forme les papilles rénales (Henry et Sebe, 2008 ).

C- Le sinus rénal
Le sinus rénal est une cavité qui contient les ramifications du pédicule rénal et la VES
intrarénale. Ses parois sont constituées de parenchyme rénal. Elles sont irréguliéres et faites
de saillies coniques, les papilles rénales. Entre les papilles, le parenchyme forme des
bourrelets appelés colonnes rénales recouvertes par la capsule. Il existe des papilles
régulierement coniques, les papilles simples, et d'autres résultants de la réunion de plusieurs
papilles simples (de deux a quatre) : les papilles composées. Dans chaque sinus, le nombre
des papilles varie de 4 a 20 et il en existe en moyenne de 8 a 10 (autant que de pyramides). Le
sommet des papilles est perforé de petits trous formant l'aire criblée de la papille rénale, a

travers laquelle I'urine sécrétée est déversée dans la VES (Jroundi, 2015).
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11-1-1-2-Structure microscopique

Le rein est une structure complexe organisée en plusieurs milliers d’unités fonctionnelles
appelées néphrons. Un néphron est constitué d’une unité de filtration, le glomérule, suivi par
un tubule dans lequel s’effectuent les remaniements de I’urine en cours de formation.
11-1-1-2-1-Le néphron

L’étude histologique du cortex et de la médulla révele I’existence d’un tissu fonctionnel
appelé parenchyme rénal. Il est formé d’une multitude d’éléments microscopiques portant le
nom de néphrons, qui sont entourés par du tissu conjonctif, au sein desquels les urines sont
élaborées (Sherwood, 2006).

Figure 6 : Structuirieid'lijinzébhron (Hébert, 2004)

11-1-1-2-2-Corpuscule de Malpighi (Corpuscule rénale)
Le Corpuscule de Malpighi est Composé de « capsule de Bowman », contenant un bouquet
capillaires qui est en faite un glomérule rénal, la paroi de la capsule renferme le glomérule
dans des feuillets d’épithélium viscérale et les cellules sont particulieres, ce sont des
podocytes car elles émettent des prolongements cytoplasmiques vers 1’endothélium fenétré de
glomérule (Samuel, 2009).
11-1-1-2-3-Le systéme tubulaire
Le systéme tubulaire est une succession de tubes qui conduisent 1’urine du glomérule au tube
collecteur. Ce passage au sein des différentes parties s’accompagne de phénomeénes de
réabsorption et de sécrétion. Ce systéeme est divisé en plusieurs parties constituées sur la base
de differences histologiques et fonctionnelles (Hébert, 2004 ; Newman, 2012).

A-Tubule proximal
Tubule proximal C'est le plus long segment du néphron. Il est situé uniqguement dans la
corticale rénale et mesure 12 a 14 mm. Avec 50 a 60 um de diameétre. Il comprend le tube

contourné proximal situé dans le cortex, et une portion droite située dans la medullaire, La
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membrane apicale des cellules du tubule proximal se caractérise par 1’abondance des
microvillosités qui lui donnent son aspect de bordure en brosse et ont pour effet d’augmenter
la surface d’échange entre la lumiére et les cellules (Bonsib, 2007)

B-L’Anse de Henlé
Responsable du processus fondamental de concentration des urines. Le segment descendant
est perméable a I’eau mais sa perméabilité a 'urée et au chlore étant moindre, une urine hyper
osmotique est présente au niveau de I’anse de Henlé. Le segment ascendant est imperméable a
I’eau mais les ions sodium et chlorure sont réabsorbés vers le milieu interstitiel, créant ainsi
une urine hypo osmotique a la sortie de cette partie du néphron.(Chalamet, 2015)

C-Tubule distal
Est rassemble au TCP, il possede moins des microvillosités et des bicouches sur le tube
collecteur, ayant un rdle de sécrétion et réabsorption.(Bahmed et al., 2016).

D-Tube collecteur
Regoit 1’urine des néphrons qui lui proches. Les tubules contournés distaux de plusieurs
néphrons déversent leur contenu dans un tube collecteur. Les tubules collecteurs convergent et
s'unissent pour former quelques centaines de gros tubules rénaux droits qui se jettent dans les
calices mineurs (Tortora et Grabowski, 2001).

E.-Appareil juxta glomérulaire (AJG)
Structure responsable de libération de rénine située a la zone de contact du segment initial du
tube contourné distal avec I’artériole afférente du glomérule du méme néphron. Il comprend :
La macula densa est formée par un épaississement localisé d’une vingtaine de cellules de la
paroi du tube contourné distal. Le média de I’artériole afférente présente en regard de la
macula densa quelques cellules spécialisées, les juxta-glomérulocytes. Au contact de ces
cellules et de la macula densa, on trouve des cellules mésangiales situés entre 1’artériole
afférente et I’artériole efférente (Faller et al., 2004).
11-1-2-Physiologie des reins
Le rein est un organe complexe essentiel dans le maintien de I’homéostasie de 1’organisme. Il
est doué de plusieurs fonctions : il est responsable de la formation de 1’urine et de I’excrétion
des déchets, on parle de fonction exocrine, mais il agit également comme une glande
endocrine (Mombazet, 2010).
I1-1-2-1-Formation de I’urine et excrétion des déchets
Le rein filtre environ 180 litres de sang par jour au niveau du glomérule, il en résulte la

formation de I'urine primitive qui va subir des transformations a l'intérieur du tubule en
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réabsorbant certaines substances et en excrétant d'autres, aboutissant a la formation de I'urine
définitive.

11-1-2-2-Filtration glomérulaire

La formation de 1’urine commence par la filtration glomérulaire. Il s’agit d’un processus
passif et non sélectif au cours duquel les liquides et les solutés traversent une membrane par la
pression hydrostatique. La membrane de filtration du glomérule laisse librement le passage au
plasma sanguin vers la chambre glomérulaire. Les molécules de faible poids moléculaire,
comme I’eau, le glucose, les acides aminés et les déchets azotés. Les molécules de haut poids
moléculaire (> 80 000 Da) comme les protéines plasmatiques (albumine ...) n’ont aucun
acces a la chambre glomérulaire (Mombazet, 2010 ; Cam Uyen, 2010).
11-1-2-3-Réabsorption tubulaire

L’urine primitive, constituée d’eau, de glucose, d’électrolytes tels que le sodium, et le
potassium, d’acides aminés et de déchets tels que 1’acide urique, I'urée et la créatinine,
chemine a travers les tubules. Lors de ce trajet, des substances essentielles comme le sodium,
le glucose ou encore 1’ecau sont réabsorbées et d’autres sont sécrétées, notamment les
substances en exces, dangereuses ou inutiles telles que les drogues, la créatinine ou le
potassium selon les besoins physiologiques de 1’organisme (Gueutin et coll., 2011;Marieb,
2009).
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CHAPITRE I11: Stress oxydatif et antioxydants
I11-1-Le stress oxydant
Le stress oxydant correspond a I’incapacité de 1’organisme a se défendre contre 1’agression
des especes réactives de I’oxygene (ERO) ou de 1’azote (ERA), résultant d’un déséquilibre
entre la production excessive de ces especes et la capacité des systemes de défense
antioxydants. (Keechlin-Ramonatxo, 2006 ; Halliwell, 2001).
I11-2-Les radicaux libres
111-2-1-Définition
Un radical libre est un composé possédant un électron célibataire. Dans une molécule les
doublets électroniques sont localisés dans des orbitales liantes, non liantes ou anti-liantes.
L’orbitale d’un électron célibataire peut, de méme, étre liante, non liante ou anti liante, et ceci
a des conséquences sur les propriétés chimiques et structurales du radical libre. Un radical
libre est le plus souvent instable, donc réactif et sa durée de vie est trés courte.

(Bouguerne,2012)
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\“w tacteurs endogénes (ntérieur)

Figure 7 : Sources exogeénes et endogenes de radicaux libres
Il existe deux grands groupes d’especes réactives dérivées d’oxygene, utilisés dans le stress
oxydant: les espéces radicalaires et les especes non-radicalaires.

Tableau 2 :Les principales espéces réactives dérivées d’oxygene (Mercan, 2010).

Radicals Non-radicals

Hwvdroxyl *0OH Peroxynitrite ONOO ™
Alkoxvl L{E)yO= Hvpochlorite - OcCl
Hvdroperoxyl* HOO® Hyvdroperoxide® L{(R}OOH
Peroxvl L{(R)OO* Singlet oxygen 'AO 5
Witric oxide® NO= Hvdrogen peroxide® H.O,

Superoxide? oF
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Les radicaux libres et autres groupes d’espéces réactives dérivées d’oxygeéne provoquent une
oxydation des protéines, des acides aminés, des lipides insaturés et de I’ADN, ce qui entraine
a des altérations cellulaires et donc le développement de plusieurs maladies graves par
exemple (le cancer, le diabéte, la maladic d’Alzheimer, la maladic de
Parkinson...).(Favier,2003-2006).

111-2-2-1-Peroxydation lipidique

Les acides gras polyinsaturés sont les cibles privilégiées des ERO radicalaires en raison de
leurs hydrogenes bis-allylique facilement oxydable. Plus I’acide gras est insaturé et plus il est
susceptible d’étre peroxydé, c'est-a-dire dégradé par un processus oxydant non enzymatique
(Halliwell ,1989).

111-2-2-2-Oxydation des protéines

Les radicaux libres oxygénés induits des modifications dans les structures primaires,
secondaires et tertiaires des protéines par la formation des dérivés protéiques carbonylés via
plusieurs mécanismes incluant la fragmentation et 1’oxydation des acides aminés (Gasmi,
2018).

I11-2-2-3-Oxydation de ’ADN

L’ADN est une cible privilégiée pour les EOA. La guanine, par exemple, peut réagir avec
OHe pour former la 8-hydroxy-2’-déoxyguanosine (8-OH-dG) qui, au lieu de s’apparier avec
la cytosine, s’associera avec 1’adénine, entrainant des mutations au sein de ’ADN et
conduisant a des altérations du message génétique impliquées dans le déclenchement du
cancer et le vieillissement (Arnot, 2006).

I11-3-Antioxydants

Afin de controler les niveaux d’oxydants cellulaires, divers antioxydants enzymatiques et non
enzymatiques existent. Ceux-ci aident a neutraliser les radicaux libres et les divers peroxydes,
modulant ainsi les effets de ces oxydants sur les fonctions cellulaires et la peroxydation des
macromolécules.(Vincent et Taylor, 2006).

111-3-1-Systeme antioxydant enzymatique

111-3-1-1-Superoxyde dismutase (SOD)

La Superoxyde dismutase C’est une enzyme métalloprotéine classée en trois catégories, la
SOD cytosolique (Cu-et Zn-dépendante), la SOD mitochondriale (Mn-dépendante), et la SOD
extracellulaire. La SOD est une des plus importantes enzymes cellulaires possédant une

fonction antioxydant. C’est I’enzyme antioxydant “anti-O,” ” la plus importante dans toutes
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les cellules vasculaires car elle permet par une réaction de dismutation de catalyser I'anion

super-oxyde(O,*") en oxygéne et en eau oxygénée. (Bouguerne, 2012)

0y +2H* 200 CWZn . 1,05+ 0

111-3-1-2-Glutathion peroxydase (GPx)

La Glutathion peroxydase c’est une enzyme localisée dans la mitochondrie et dans le cytosol.
Elle permet de réduire les hydro peroxydes organiques et le peroxyde d’hydrogene. L.’enzyme
possede une grande speécificité pour le glutathion réduit (GSH) qui est utilisé comme donneur
d’hydrogene au cours des réactions de décomposition, il s’en suit la formation du glutathion
oxydé (GSSG), La GPx est donc en competition avec la catalase pour le substrat
H,0,.(Favier., 2003 ;Valko et al.,2006-2007).

GPx (Se)

2H20:2+ 2GSH —————— GSSG + H20

GPx (Se)
ROOH+ 2GSH ————» ROH + GSSG + H20

I11-3-1-3-Catalase (CAT)

La catalase est une enzyme intracellulaire, synthétisée au niveau des globules rouges et du
foie, localisée principalement dans les peroxysomes. Elle catalyse la réaction de détoxification
du H,0,qui est généralement produit par la SOD .

2H:0; —ATTO | 2H,0 4+ 0

111-3-2-Systeme antioxydant non enzymatique

111-3-2-1-Glutathion (GSH)

Le glutathion est le thiol le plus abondant dans les organismes et les systéemes vivants
.(Bouguerne ,2012) .Le glutathion réduit est un tri peptide caractérisé par la présence d’un
groupement sulfidryle, ce dernier est responsable de la réduction des radicaux libres selon la

réaction suivante :

GSH +OH° —— GS°+ H20 & GSH +R° — GS°+RH

Le glutathion peut également réagir avec les ions Fe3+ et Cu2+ et ainsi limiter leur

participation a la génération des radicaux libres par la réaction de Fenton (Valko et al.,2007)
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GSH + Fe&' ————» GS*+ Fe'' + H'

GSH + Cit ' ————» GS"+ Cu™ + H*

I11-3-2-2-La vitamine C

La vitamine C est, avant tout, un excellent piégeur des ERO (HOe* ou O2¢ -). Elle inhibe
également la peroxydation lipidique en régénérant la vitamine E a partir de la forme
radicalaire issue de sa réaction avec des radicaux lipidiques. Ses fonctions sont nombreuses :
contribution au bon fonctionnement du systeme immunitaire, implication dans la synthése du
collagene et des globules rouges ainsi que dans les mécanismes de métabolisation du fer
(Haleng et al., 2007).

111-3-2-3-Les oligo-éléments

Les oligoéléments apparaissent a des taux faibles dans notre organisme et certains d’entre
eux, intervenant dans de multiples processus physiologiques, Toutes les enzymes
antioxydants requierent un cofacteur pour maintenir leur activité catalytique. Ainsi, la SOD
mitochondriale a besoin de manganése, la SOD cytosolique de cuivre et de zinc, la catalase de
fer et la GPx de sélénium. (Rich., 1996).
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I\VV-1-Description botanique

CHAPITRE IV : Monographie de la plante Citrullus colocynthis

Citrullus colocynthis est une plante annuelle ou vivace, herbacée, a tiges angulaires,

rampantes ou migrantes, munir de leurs jaune verdatre a sexes séparés, pedonculées,

solidaires aux axiles des feuilles. Les feuilles sont larges de 5 a 10 cm de longueur, rugueuses

et découpées en 3 a 7 lobes. Chaque plante produit 15-30 fruits appelés gourdes, de 8 a 12 cm

de diametre, dont la couleur varie du jaune clair au roux, garnis de pulpe intérieure,

spongieuse dans la quelle se fixent les graines.(Chiali,1973).

Figure 8: Citrulluscolocynthis L .(soufane,2018).

1\VV-2-Classification

La plante Citrullus colocynthis est classée comme suit (soufane,2018).

Tableau 3 : Classification systématique de Citrulluscolocynthis

Régne Plantae

Division Angiospermes

Classe Dicotylédones

Sous-classe Dialypétales

Ordre Violales

Famille Cucurbitacées

Genre Citrullus

Espece Citrulluscolocynthis L.

Nom vernaculaire Arabe: zaall) Jhiall - Jhisll - daoaall
Berber :Taberka, Tefersite, Tadjellet
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IVV-3-Habitat et répartition géographique

La coloquinte, originaire des sols arides, est trés fréquente dans les régions tropicales humides
ou modérément seches, elle est peu présente dans les zones tempérées (Bruneton, 1996). Elle
occupe une région trés vaste qui s’étend du Nord Africain, du Sahara, Egypte, Arabie
Saoudite jusqu’au Inde, ainsi que la région méditerranéenne (Batanouny coll., 1999 ; John et
Cincinnati, 1898).

IVV-4-Utilisations traditionnelles

Dans la médecine populaire traditionnelle, 1’espéce Citrullus colocynthis est utilisée pour
traiter les hémorroides, soit seul ou avec les fleurs du tabac, elle est utilisée aussi sous forme
de décoction comme insecticide contre les puces, et en dermatologie pour traiter la chute de
cheveux (Abu Najm, 1992).Ses feuilles ont été utilisées pour le traitement de I’hémorragie, et
pour soulager les douleurs dans les membres inférieurs et les articulations (Yanive, 1999).Les
racines ont été également employées en médecine populaire comme purgative et pour traiter
les maladies urinaires et le rhumatisme. (Ducke, 1978).De plus, une étude menée par (Nmila,
2000) a demontrée que les différents extraits de graines de cette plante ont un effet
insulinotropique.

IVV-5-Composition chimique

D’apres la littérature, nombreuses études phytochimiques ont été effectuées sur les différentes
parties de la plante C.colocynthis, les principales familles de composés chimiques ont été
isolés et identifiés dans cette plante, quelques ces composés sont représentés dans le tableau
ci-dessous.

Tableau 4: Exemples de métabolites secondaires isolés de différentes parties de C.colocynthis

(Bourek,2013)
Metabolites | Partie Composés Références
secondaires
Isovitexine, Maatooq et al.,
Fruits Iso-orientine-3'-O-methyl ether 1997
Flavonoides Isosaponarine
8-C-p-hydroxybenzoyl- iso-vitexine Maatooq et al.,
Partie 6-C-p-hydroxylvitexine 1997 ; Delazar
aérienne | 8-C-p-hydroxybenzoyl- iso-vitexine 4' -0-|etal., 2006
glucoside
Saponines Fruits 2-0-B-D glucopyranosylcucurbitacine I, J, K| Seger et al.,
etL 2005
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Glycosides triterpéniques: Delazar et al .,
2-0-D-glucopyranosyl-cucurbitacine | 2006 ;Yoshika
Terpénes Fruits 2-0-fi-Dglucopyranosyl-cucurbitacine L wa et al ., 2006

Cucurbitacinescolocynthosides A et B

Choline Darwish-Sayed
Dérivés de la pyridine : C10 H15 N O3 et | etal., 1973
Alcaloides Fruits C20 H32 NO

Dérivé de la pyridine ou de la quinoline:
C16H24NO7

I11-6-Toxicité de citrullus colocynthis

Selon la bibliographie, la coloquinte (Citrullus colocynthis) est citée comme une plante
médicinale ayant des effets indésirables et toxiques. Depuis les périodes bibliques, les fruits
de la coloquinte sont considérés comme poison mortel (Yaniv et al, 1999).

Une étude réalisée sur C.colocynthis a décrit sa toxicité sur des moutons, seulement une dose
de 0,25 a 10g/kg de fruit et des feuilles provoque une hémorragie pulmonaire, une
inflammation des intestins, un chute des poils, une diarrhée, et la mort des moutons apreés 4 a
25 jours (Elaward, 1984).

Une autre étude menée par (Hammouda et al, 2005) a montrée que cette plante est irritante,
elle agit méme a des doses modérées, produisant abondamment des évacuations aqueuses, des
inflammations de la membrane muqueuse des intestins, des vomissements et des selles
sanglantes. Elle provoque également aprés un usage de longue durée une hypocalcémie, une

oligurie, un cedéme et a une néphrite aigue.
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CHAPITRE | :Matériel et Méthodes
I-Matériel et Méthodes
La partie expérimentale de notre étude a été réalisée au niveau de laboratoire de recherche de
toxicologie a I'université 1’Arbi Tébessi-Tébessa. Et au cours de cette étude, nous sommes
intéressés a évaluer 1’effet correcteur d’extrait des fruits de la plante Citrullus colocynthis sur
la toxicité rénale induite par la déltamethrine.
I-1-Materiel
I-1-1-Matériel végétal
Le matériel végétal utilisé dans la présente étude est représenté par les fruits de la plante
médicinale Citrullus colocynthis cultivés dans la région de Tébessa, Nord-est algérien. Les
fruits fraichement récoltés, ont été coupés en petits morceaux, séchés puis broyés en poudre
fine et conservés jusqu’a I’utilisation. .
I-1-2-Matériel biologique
Il s’agit des souches de rats wistar de sexe male, et dont le poids se situe entre 150 a 200 g,
ils ont été fournis de I’institut Pasteur(centre d’¢levage d’El-Kouba, Alger) .Les rats obtenus
ont été répartis en quatre rats par lot. Ils ont été soumis a une période d’adaptation de 10 jours
dans notre animalerie, dont les conditions d’élevage sont les suivants :les cages utilisés sont
spéciaux en polyéthylene tapissés de litiere constituée par des coupeaux du bois renouvelés
chaque jour jusqu'a la fin de I’expérimentation, équipés par des biberons d’eau et un accés
libre a la nourriture, la température de I’animalerie voisine de 23°C, une photopériode

naturelle de 12/12H et une hygrométrie de 60 %.

Figure 9 :Les conditions d’élevage des souches des rats wistar
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I-2-Méthodes
I-2-1-Traitement des rats
16 rats ont été répartis en 4 lots de quatre rats pour chacun, comme suit :
Lots 1: Contient 4 rats comme témoin ne subissent aucun traitement .
Lots 2: Contient 4 rats traités par la deltamethrine & une dose 0.32 mg/Kg par voie orale
pendant 17jours.
Lots 3: Contient 5 rats traités par C.colocynthis une dose 10ml/Kg par voie orale pendant 17
jours.
Lots 4 :Contient 5 ratscombinée(traités par la deltamethrine et C.colocynthis ) a une dose
(0.32 mg/Kg et 10 ml/Kg) par voie orale pendant 17 jours.

I-2-2-Sacrifices des rats et récupération du sang et des reins

Aprés 17eme jours de traitement, les rats des 4groupes ont été sacrifiés par décapitation, avec
une récupération immédiatement du sang dans des tubes secs étiquetés, qui ont été ensuite placés
dans une centrifugeuse pendant 10 minutes a une vitesse de 3000 tours/min, puis conservés au

congélateur a une température de (-20°C) jusqu’a 1’analyse.

Figure 10: Le sacrifice de rats

Aprés une dissection abdominale longitudinale des rats sacrifiés, les reins sont preleveés, rincés
avec une solution de chlorure du sodium (NaCl) a 0.9%, pesés puis conservés au congélateur a (-
80°C) pour le dosage des parametres du stress oxydant (GST, GSH, GPx CAT, MDA).
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Figure 11 : Prélévement des reins

I-2-2-Estimation du poids relatif du rein
Le poids relatif des reins extraits des rats (PRR [g/100g de poids corporel]) est calculé par

rapport au poids total du rat selon la formule suivant :

PRR (g/100g de PT) = PR/PT x 100

PR : poids du rein (g).
PT : poids total de rat (g).
PRC : poids relatif des reins (g)
I-2-3-Détermination des parametres métaboliques et enzymatiques
I-2-3-1-Parametres métaboliques
I-2-3-1-1-Dosage de I’urée sanguine

e Principe

Le dosage de ’urée a été réalisé par la méthode enzymatique colorimétrique a 1I’uréase selon
la fiche technique (Spinréact). L'urée est hydrolysée enzymatiquement en ammoniaque (NH4 +)
et dioxyde de carbone (CO2). Les ions ammoniaques ainsi formés réagissent avec le salicylate et
I'nypochlorite (NaCOl), en présence d'un catalyseur nitroprusside, pour former un complexe
coloréen vert (Indophénol). L’intensité de couleur de la réaction est proportionnelle a la

concentration d’urée dans I'échantillon (Kaplan., 1984).

Uréase
Urée+ H O +2H — 5 2NH3 +CO> ( NH4" )2 + CO»>

Nitroprusside
NH," + Salicylate +NaOCl1 » Indophénol

o




_ Matériel et Méthodes

e Protocole d’expérience
-Ajouter 10ul d’échantillon a 1ml de réactif 1 [urease 30000 U/L dissoute dans un
tampon phosphate pH6.7: 50mmol/l contenant (EDTA: 2mmol/l, salicylate de sodium :
400mmol/l, nitroprusside de sodium : 10mmol/I)]
-Agiter et incuber a 37°C pendant 5 minutes.
-Ajouterlml de réactif 2 (hypochlorite de sodium: 140mmol/l, hydroxyde de sodium : 150
mmol/l) au mélange.

-Mesurer [’absorbance de [D’échantillon contre le blanc réactif a 580 nm dans un

spectrophotometre.
Calcul:
(A Echantillon
[Urée] (mg/dl) = %x 50 (concentration de 1’é&talon)
(A)Etalon

I-2-3-1-2-Dosage de la créatinine

e Principe
Le dosage de la creatinine a été réalise selon la réaction de JAFFE. La créatinine présente dans
I'échantillon réagit avec l'acide picrique en milieu alcalin pour former un complexe coloré en
rouge, mesuré dans un intervalle de temps défini. L’intensité de couleur de la réaction est
proportionnelle & la concentration de la créatinine dans I'échantillon (Murray et al., 1984).

e Protocole d’expérience
- Ajouter 100ul d’échantillon (sérum) a 1ml de réactif de travail [V/V : R1 : 17.5 mmol/l d’acide
picrique + R2 :0.29 mmol/l d’hydroxyde de sodium].
- Mélanger
-Lire l'absorbance (Al) apres 30 secondes et aprés 90 secondes (A2) pour I'échantillon aune
longueur d'onde de 492nm.

Calcul:

AA échantillon

A Etalon > 2(concentration de l'étalon)

[créatinine|(mg/dl) =

I-2-3-1-3-Dosage des protéines
La méthode utilisée pour le dosage des protéines est celle de (Bradford 1976) qui utilise la BSA
comme standard et le BBC comme réactif. Les protéines présentes dans 1’échantillon réagissent

par ses groupement amine (-NH2) avec le BBC pour donner un complexe coloré en bleue. Le
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développement de la couleur de réaction reflete le degré d’ionisation du milieu acide et

I’intensité établit la concentration des protéines dans 1’échantillon.

e Protocole d’experience
-Ajouter100ul d’échantillon a 4ml du réactif de bleu brillant de coumassie (BBC) (50mg BBC
+50ml d’acide orthophosphoriquea 85% et on complete a 500ml avec I’eau distillée).
-Agiter et laisser le mélange pendant 5 min pour la stabilisation de la couleur
-Lire 1’absorbance de I’échantillon contre le blanc contenant I’eau distillée a une longueur
d’onde de 595 nm.
Calcul :
Le calcul de concentration des protéines se fait par I’équation déduite de la gamme d’étalonnage
réalisé a partir d’une solution d’albumine de sérum de beeuf.

Tableau 5 : Réalisation de la courbe d’étalonnage pour dosage des protéines

Tubes 1 2 3 4 5 6
BSA (ul) 0 20 40 60 80 100

Eau distillé (ul) 100 |80 60 40 20 0

Réactif BBC (ml) 4 4 4 4 4 4

y=0,012x+ 0,034 P
R*=0,984 pra

Absorbance (595 nm)

0 20 40 L) 80 100 120

Quantité de protéine pg/ml

Figure 12 : courbe d’étalonnage des protéines utilisant le sérum albumine bovine (BSA)
I-2-3-2-Parametres enzymatiques
I-2-3-2-1-Préparation de I’homogénat
Un gramme des reins des différents rats étudiés, a été utilisé. Apres le broyage et
I’homogénéisation des tissus dans le TBS (Tris 50 mM, NaCl 150m M, pH 7.4), le mélange

est mis dans des glacons et centrifugé (9000 tours/min, 4°C, 15 min),le surnageant obtenu est
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aliquoté dans des tubes eppendorfs, puis conservés a -80°C en attendant d’effectuer les
dosages des paramétres du stress oxydatif.
I-2-3-2-2-Dosage des parameétres de stress oxydatif
I-2-3-2-2-1-Dosage du glutathion GSH

e Principe
Le dosage du glutathion est effectué selon la méthode de Weckbeker et Cory (1988). Le principe
de ce dosage repose sur la mesure de 1’absorbance de ’acide 2-nitro-5- mercapturique, ce dernier
résulte de la réduction de I’acide 5,5 -dithio-bis-2-nitrobenzoique (DTNB) par les groupements
(-SH) du glutathion.

e Protocole d’expérience
-Prélever 0.8ml de I’homogénat (broyage de 200mg de 1’echantion (cytosol/matrice) + 8 ml de
solution d’EDTA a 0,2M).
-Ajouter 0.2ml d’une solution d’acide sulfosalycilique (SSA) a 0.25%.
-Agiter et laisser pendant 15min dans un bain de glace.
-Centrifuger pendant 5min a 1000t/min.
-Prélever 0.5ml du surnagent
-Ajouter 1ml de tampon tris-HCL+EDTA (0.02M), pH 9.6.
-Ajouter 0.025ml de ’acide 5,5 -dithio-bis-2-nitrobenzoique (DTNB) a 0.01M dissous dans le
méthanol absolu.
-Laisser le mélange pour reposer pendant 5min a température ambiante.
-Mesurer I’absorbance (A) a 412nm.

Calcul :

Dy > 1 x 1,525

GSH] =
' l 13100 =< 0,8 < 0,5mghP. t

nMGSH fmg Pt

DO : Densitél optique.

- 1 : Volume total des solutions utilisées de la déprotéinisation. (0.8 ml homogenat +0.2ml
SSA).

- 1.525 : Volume total des solutions utilisées dans le dosage du GSH au niveau du surnageant
(0.5 ml surnageant+1 ml Tris-EDTA+0.025 ml DTNB).

- 13100 : Coefficient d’absorbance (contenant le groupement-SH 8412 nm).

- 0.8 : Volume de I’homogénat apres déprotéinisation trouvé dans 1 ml.

- 0.5 : Volume du surnageant trouvé dans un 1.525 ml.
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On que la concentration de GSH est mesuré par apport a 1 mg de protéine. C’est pour cela ce
dosage doit étre accompagne par le dosage des protéines
I-2-4-2-2-2-Dosage de I'activité enzymatique de la glutathion peroxydase (GPx)

e Principe
L’activité enzymatique de la GPx est mesurée par la méthode de (Flohe et Gunzler, 1984), en
utilisant du peroxyde d’hydrogéne (H202) comme substrat.Elle est basée sur la réduction du
(H202) en présence de glutathion réduit (GSH) pour former le (GSSG) sous 1’action de la GPx

selon la réaction suivante:

2 GSH + H,0, — GSSG +2 H0

e Protocole d’expérience
-Prélever un volume de 0.2ml de cytosol/matrice.
-Ajouter 0.4ml de GSH 0.1mM et 0.2ml de tampon phosphate 0.067M, pH 7.8.
-Incuber au bain marie a 25°C pendant 05min.
-Ajouter 0.2ml d’H202 1.3mM pour initier la réaction et laisser pendant 10 min.
-Rajouter 1ml de TCA 1% (acide tri chloro-acétique) dans le but d’arréter la réaction et laisser le
mélange dans un bain de glace pendant 30min.
- Centrifugé durant 10min a 3000t/mn.
-Prélever un volume de 0.48 ml de surnageant.
-Ajouter un volume de 2.2ml de Na2HPO4 0.32M avec 0.32ml de DNTB 1mM.
- Mesurer la densité a 412nm chaque 30sec pendant 5min.
Calcul :
L a détermination (calcule) de I'activité de la GPx se fait de la fagon suivante :
Activité de GSH consommée / min / gr de protéine
Blanc = 0.04 micro mole de GSH réduit ----- DOb
Extrait =0.04 // I --m--- DOe

Donc la concentration de GSH réduit qui sera oxydée (disparue) = DOe -DOb

(DO, — DOP) x 0,04 ;2 - ;
X= = quantité de GSH réduite disparue (oxydée)
DOb
5

L activitéde la GPx = X X : —
La concentration de protéine

I-2-4-2-2-3-Dosage de I’activité enzymatique de la glutathion S-Transférase (GST)
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e Principe
L’activité enzymatique de glutathion S-Transférase (GST) est déterminée selon la méthode de
Habig et al. (1974), cette méthode est basée sur la réaction de conjugaison entre la GST et un
substrat, généralement le CDNB (1-Chloro2,4-dinitrobenzéne), la conjugaison entraine la
formation d’une molécule novelle ; 1-S-Glutathionyle 2-4Di nitrobenzéne permettant de mesurer
I’activité de GST. La valeur de la densité optique mesurée est directement proportionnelle a la

quantité de conjugué formé elle-méme liée a I’intensité de 1’activité GST.

e Protocole d’experience
-Centrifuger ’homogénat [échantillons +1ml de tampon phosphate (0.1M, pH6)] a 14000
t/min pendant 30 min.
-Prélever 200ul du surnageant
-Ajouter 1.2ml du mélange CDNB (1mM), GSH (5mM) [20.26mg CDNB, 153.65mg GSH,
1ml éthanol, 100ml tampon phosphate (0.1M, PH 6)].
-Lire les absorbances pendant une minute et chaque 15sec a une longueur d’onde de 340 nm
contre un blanc contenant 200 pl d’eau distillée remplagant la quantité de surnageant.

Calcul :

. . DO(min) x V, B
GST (nmol GST /min/mgprotéine = 7 - /mgde protéine
5

DO : Densité optique de 1’échantillon /min.
DO/min blanc : Densité optique du blanc /min
e: Coefficient d’extinction molaire du CDNB = 9,6mM-1 cm-1
VA: Volume totale dans la cuve (0,2ml.Surnageant + 1,2mélange).
Vs: Volume du surnageant dans la cuve (0,2ml).
I-2-3-2-2-5-Dosage du malondialdéhyde (MDA).
Principe
Le dosage du MDA est realisé selon la méthode (d’Esterbauer et al 1992). Le principe de ce
dosage est bas¢ sur la condensation de MDA en milieu acide et a chaud avec I’acide

thiobarbituriquepour former un complexe en couleur rose.

e Protocole d’expérience

-Prélever 375l de surnageant
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-Ajouté un volume de 150ul de la solution TBS (tris 50mM, NaCl (150mM ; pH7.4) et un
volume de 375pl de la solution TCA-BHT (TCA 20%, BHT 1%)

-Agiter puis centrifuger a 1000t/min pendant 10min.

- Prélever 400 ul du surnageant.

-Ajoute 80pl du HCL 0.6M et 320ul de la solution tris-TBA (tris 26mM, TBA120mM).
-Vortexer et incuber au bain marie a 80°C pendant 10minutes.

-Lire les densités optiques des échantillons par spectrophotométrie a 530 nm.

La concentration du MDA est calculée selon la loi de Beer-Lambert (DO =E.C.L) :

Calcul :

Do, 10%
e L.X.Fd

(nmﬂi

d téi ) =
-~ eprotéine

- C : Concentration en nmoles /mg de protéines

- DO : Densité optique lue @ 530 nm

- £ : Coefficient d’extinction molaire du MDA = 1.56 105 M-1 cm-1

- L : Longueur du trajet optique = 0.779 cm

- X : Concentration de I’extrait en protéines (mg/ml)

- Fd : Facteur de dilution: Fd = 0.2083.

I-2-5-Analyse statistique

Les résultats sont représentés sous forme (moyenne + écart type), illustrés par des graphiques et
des histogrammes en utilisant 'office Excel 2013. L’analyse statistique a été réalisée a l'aide du
logiciel Minitab ® 17.1. La signification de différence entre le lot témoin et les lots traités est
vérifiée en utilisant le test de Dunette et le test de Student. La comparaison ou la corrélation est
considérée, selon la probabilité (p), comme :

- non significative si p>0,05.

- significative (*) si p<0,05

- hautement significative (**) si p<0.01

- trés hautement significative (***) si p<0.001
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CHAPITRE Il : Résultats et discussions

11-1-Résultats
11-1-1- Effets du pesticide et de I'extrait sur les parameétres de la croissance globale des
rats
Les résultats obtenus lors de I’évaluation des parameétres de croissance en terme de poids
corporel, le gain de poids et le poids relatif durant les 17 jours de traitement des différents
groupes de rats par le DM, la CCT seul ou associé avec le pesticide sont illustrés par les
figures 13-15
11-1-1-1-Poids corporel

Apres 17 jours de traitement, les résultats obtenus montrent une diminution
significative (p<0.05)du poids corporel chez les rats traités parle DM par rapport aux rats
témoins (fig.13-A).
Les résultats montrent également une perturbation et augmentation hautement significative
(p<0.01) de poids corporel chez le groupe traité par la combinaison (DM/CCT) par rapport au
groupe témoin. Tandis que, on n’enregistre aucune augmentation du poids corporel chez le

groupe traité par I'extrait par rapport au groupe témoin (fig.13-B).

Dévleppement de poids corporel aucours de 17jours de traitement :;3.00
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Figure 13 : Evolution du poids corporel (PC) chez les différents groupes des rats traités
durant 17 jours parle pesticideet I'extrait.(A): changement cinétique du poids. (B): Différence
entre poids initial et final.

11-1-1-2-Gain du poids

Les résultats de I’évaluation du gain de poids (fig.14) présentent une diminution trés
hautement significative (p<0,001) du gain du poids chez le lot traité par le DM, en
comparaison avec le lot témoin, et une amélioration chez le lot du E+D, par contre aucune

différence chez le lot du E.

Gain de Poids n=
.- p=0.000
30 A
| BT

5 2 -
T 1. BE
o
S 0 mD

0. | WE+D

o
20- - Groupes des rats

Figure 14 : Evaluation du gain de poids corporel aprés 17 jours de traitement par le pesticide

et I’extrait.

11-1-1-3-Poids relatif des reins
Les résultats obtenus suite a 1’évaluation du PR montrent une augmentation non significative

(P >0,05) du poids relatif des reins chez le groupe traité par le DM en comparaison avec le
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groupe témoin, par contre le traitement des animaux par (DM/CCT) a diminué cette

augmentation d’une maniére non significative par rapport au groupe témoin (fig.15).
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Figure 15: Evolution du poids relatif des reins chez les rats témoins et les rats traités aprés 17
jours.

11-2-Etude des parametres biochimiques

11-2-1-Urée

Nos résultats montrent une augmentation hautement significative (p<0.01) de paramétre de la

fonction rénale (urée) chez le lot traité par le pesticide par rapport au lot témoin par contre une

diminution d’une maniere non significative chez le lot traité par E et E+P par rapport au

groupe témoin.
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Figure 16: Variation de la concentration sérique de I'urée chez les rats témoins et les rats
traités apres 17 jours.
11-2-2-Créatinine sanguine
Les résultats obtenus suite a I’évaluation de la créatinine montrent une augmentation

hautement significative (p<0.01) chez le lot traité par le pesticide par rapport au lot témoin
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alors que, on n’enregistre aucune augmentation du poids relatif chez le lot traité par E, par

contre chez le lot traité par E+P, on enregistre une diminution non significative par rapport au

lot témoin.
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Figure 17: Variation de la concentration sérique de la créatinine chez les rats témoins et les
rats traités aprés 17 jours.
11-3-4-protéines
Les résultats obtenus suite a 1’évaluation de 1'activité de protéines totale montrent une
diminution hautement significative (p<0.01) chez le lot traité par le pesticide par rapport au lot

témoin alors que pas de différence chez le lot traité par E et E+P.

0,1 1

Protiene n=

0,6 - p=0.005
<
2 05 A
_U
T
g 04 -
E mT
E 034
o ’ OE
b
g 02 mp
by BE+P
el
3
(1]
[

Lots Experimentaux

Figure 18: Variation de I’activité de protéines tissulaires chez les rats témoins et les rats

E

traités apres 17 jours.
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11-3-Etude des parametres du stress oxydant

11-3-1-Glutathion réduit (GSH)

Le taux en GSH montre une augmentation trés hautement significative (p<0.001) chez le
groupe traité par le pesticide au niveau des reins comparativement au groupe témoin, et
diminution significative (p<0,05) chez le lot traité par E+P. En revanche, on enregistre une

amélioration non significative du taux en GSH chez le lot traité par E.
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Figure 19 : Variation de I’activité de Glutathion réduit (GSH) rénal chez les rats témoins et
les rats traités aprés 17 jours.
11-3-2-Glutathion peroxydase (GPx)
Une diminution hautement significative (p<0.01) de I’activité de glutathion peroxydase GPx
rénal a été enregistrée chez les lots traités par le DM par rapport au groupe témoin. Par contre,
aucune variation significative chez le lot traité¢ par E, et une diminution significative (p<0,05)

enregistrée chez le lot traité par la combinaison de E+P comparativement au lot témoin.
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Figure 20 : Variation de I’activité de Glutathion peroxydase (GPx) rénal chez les rats témoins

E

et les rats traités aprés 17 jours.
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11-3-3-Glutathion- S- transférase (GST)

Nos résultats montrent une augmentation hautement significative (p<0.01) de D’activité
enzymatique de la glutathion-S- transférase (GST) rénal chez le lot traité par le DM en
comparaison avec le lot témoin .Nous avons enregistré également une augmentation non
significative (p<0.05) de I’activité enzymatique de la GST chez le lot traité par E+P par
rapport aux lots témoins.
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Figure 21: Variation de I’activité de (GST) rénal chez les rats témoins et les rats traités apres

17 jours.
11-3-5-Malondialdéhyde (MDA)
Nous avons obtenu, suite au traitement des rats par le DM, une augmentation trés hautement
significative (p<0.001) du taux de MDA dans les tissus rénal enregistrée par rapport au groupe
témoin et une augmentation significative (p<0,05) enregistrée chez les lots traités par E+P et une

diminution non significative enregistrée chez le groupe traité par E.
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Figure 22 : Variation de I’activité de (MDA) rénal chez les rats témoins et les rats traités
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11.2- Discussion

Le monde des sciences biologiques et médicales est envahi par un nouveau concept, celui du
«stress oxydant» qui est 'un des principaux mécanismes de toxicité associés a une panoplie
de xénobiotiques dans 1’environnement, parmi lesquels, on retrouve les pesticides et les
produits phytosanitaires(Lauvverys et al.,2007 ; Lukaszewicz, 2008 ; Michael et al., 2016).

Les utilisations des pyréthrinoides synthétiques sont augmentées au cours des derniéres
années en raison de leur biodisponibilité rapide et de leur action insecticide orientée.
L'utilisation généralisée de la déltamethrine a augmenté le risque de toxicité chez I'nhnomme.
Un certain nombre d'études sur les effets secondaires de la deltaméthrine ont été signalées, y
compris la neurotoxicité, (Husain et al.,1994) I'immunosupression (Lukowicz-Ratajczak J,
et al.,1992)En outre, I'népatotoxicité (Chargui I, et al., 2012)et la néphrotoxicité (El-Gerbed
MS., 2014 ) ont également été induites.

Le rein est un organe dynamique qui intervient dans le maintien de I'noméostasie du corps. Le
tissu rénal peut étre affecté par divers médicaments et produits chimiques, y compris les
xénobiotiques (Ajith et al.,2007).

Cette partie a pour objectif de faire la synthese des résultats obtenus lors de traitement des rats
wistar par la Deltaméthrine. Les effets toxiques de ce pesticide sur les reins ainsi que 1’effet
correcteur de I’extrait de citrulluscolocynthis sont mise a 1’évidence par I’investigation des
parametres métaboliques, parameétres enzymatiques, non enzymatique et les parameétres de
croissance. Cette expérience nous a permis de mettre en évidence les relations entre
I’exposition a pesticides et les effets toxiques qu’ils induisent en fonction de la matrice
d’exposition au niveau des reins .Les resultats de notre étude ont montré que le traitement
orale des rats par le pesticide (deltamethrine) pendant 17 jours a entrainé une néphrotoxicité et
a engendré une perturbation des paramétres métaboliques et enzymatiques .

11-2-1-Effets de pesticide (DM) et D’extrait C.colocynthis sur les paramétres de la
croissance globale

Les résultats de 1’évaluation des parametres pondéraux suggerent que 1’administration de DM
provoque une diminution significative de la croissance corporelle des rats traités. Cette
diminution peut étre traduite par la perte d’appétit, diminution d'apport alimentaire,
perturbation du métabolisme cellulaire sous 1’effet du stress oxydatif engendré par les ROS.
Ces résultats sont en accord avec les travaux de (Gasmi, 2018 ) qui signalés une perte de
poids associée a la perte d’appétit.une diminution de 'apport alimentaire est due a une ROS,

La réduction du poids corporel peut étre due également du phénoméne anorexique que les
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animaux puissent subir avec le temps de 1’exposition aux xénobiotiques et 1’état de stress dans
lequel vivent durant la période de cette exposition (Viviana, 2015 ; Chakroun et al., 2016)
Cependant, les résultats n’ont montré aucune différence significative dans le poids relatif
entre les témoins et les groupes traités par le DM, Ces resultats sont en accord avec les
travaux de (Rong et al., 2010).Par ailleurs, I’extrait de C.colocynthis améliore le poids de ces
animaux ce qui signifie que cette plante est présente un effet correcteur et bénéfique pour le
corps.
11-2-2- Effets de pesticide (DM) et I'extrait (CCT) sur les paramétres biochimique

La créatinine et I’urée sont produits de dégradation du métabolisme protéique. Ils sont
éliminés par les reins, et utilisées généralement comme indicateur d’une fonction rénale
correcte. Lorsqu’une insuffisance rénale s’installe, les taux sérique de ces paramétres

augmentent (Boukerche et al., 2007; Almadal et Vilstrup., 1988).

Les résultats actuels ont montré que la deltaméthrine a provoqué une augmentation
hautement significative de l'urée sérique et créatinine. Cela indique une diminution de la
capacité des reins a filtrer ces déchets du sang. De méme, (Mongi et al.,2011) ont signalé une
augmentation de l'urée sérique et de la créatinine chez le rat et cette toxicité pourrait étre
attribuée a ses radicaux libres induits dommages oxydatifs. Il a été signalé que la
concentration sérique de la créatinine et l'urée dépendent en grande partie de l'infiltration
glomérulaire. De plus les protéines peuvent étre dégradées en acides aminés puis en urée et
créatinine .Ceci est confirmé par la diminution des protéines totales dans le sérum, donc
I’augmentation de I’urée et de la créatinine.
Nos résultats démontrent le réle bénéfique du C.colocynthis sur la fonction rénal, d’ou nous
avons enregistré une normalisation du bilan rénal étudié (urée, créatinine) apres le traitement
des rats du DM par C.colocynthis.
Nous a conduits a penser soit a I’amélioration des changements rénaux chez les rats, soit a la
diminution du catabolisme de la créatine et la phosphocréatine au niveau des muscles par le
biais des flavonoides Nos résultats sont en accord avec ceux de (Palsamy et
Subramanian.,2008) et aussi nous a permis de suggérer le role prophylactique de la plante sur le
métabolisme des protéines et son effet contre le dysfonctionnement rénal
L’analyse des résultats a montré une diminution importante des protéines totales chez les rats
traitée par deltamethrine cette réduction est expliquée par le fait que la plus part des protéines
possédent des groupements (SH,OH) ces derniéres réagissent trés facilement avec les

radicaux libres générés par deltamethrine et par conséquence ces protéines peuvent se
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dénaturer et se fragmenter (Nermeen et al., 2010). Le traitement des rats par
Citrulluscolocynthis diminuée 1’effet toxique de deltamethrine. Ceci est confirmé par
I’augmentation de taux des protéines par rapport aux rats traités par deltamethrine

11-2-3-Effet de pesticide (DM) et I’extrait (CCT) sur les parameétres du stress oxydatif

Les pesticides pyréthrinoides provoquent 1’augmentation de la production d'especes réactives

a l'oxygene (ERO) générant ainsi le stress oxydatif dans les différents tissus (Filiz et
al.,2011). En fait, I'un des mécanismes moléculaires sous-jacents a la toxicité de certains
pesticides semble étre la peroxydation lipidique (POL).

11-2-3-1-Effet sur la GSH

Dans la premiere série d'analyse, les indices de néphrotoxicité au niveau des tissus rénaux ont
été considérés. le glutathion joue un réle important dans les mécanismes de détoxification de

la cellule et constitue la premiere ligne de défense antioxydante. Le glutathion réduit a donc
un role de protecteur des cellules contre les actions toxiques (Saka et al.,2002).

les changements des taux de GSH peuvent étre considérés comme un indicateur
particulierement sensible du stress oxydant (Senouci et al .,2009) Les taux en GSH ont
augmenté chez le groupe traité au DM au niveau des reins comparativement aux témoins.
Cette augmentation refléte la participation du GSH a la défense cellulaire contre les ERO. A
I'inverse, les dommages oxydatifs ont été réduits suite a la supplémentation du I'extrait. Une
telle réduction pourrait étre due a I'effet antioxydant de cet oligoélément.

11-2-3-2-Effet sur la GPx

Les GPx constituent une famille d’enzymes capables de réduire des composés hydroperoxydes
en composes hydroxyles correspondants en utilisant du glutathion ou des agents reducteurs
équivalents comme co-substrats (Gladyshef et al.,1998).

L’activité enzymatique de la GPx au niveau des reins a diminué pour le groupe traité au DM
comparativement aux témoins. Ces résultats sont en accord avec les travaux antérieurs de ( Ben
Amara et al.,2011)qui ont étudié Effet dépendant de la deltaméthrine dans les testicules, le
cerveau, le foie et le rein des rats Wistar, ils ont trouvé. Une diminution de activitée de GPX apres
exposition a une dose de deltamethrine. Ces auteurs ont attribué cette diminution a I’effet du
stress oxydatif. En effet, I’augmentation de la peroxydation lipidique affaiblit aussi bien le
fonctionnement des membranes par la baisse de leur fluidité que I’activité des enzymes
membranaires et cytoplasmiques

11-2-3-3-Effet sur la GST
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La glutathion S-transférase est une enzyme ayant un rdle important dans la désintoxication des
xénobiotiques et la protection contre les métabolites nocifs générés apres la dégradation des
macromolécules (Hayes et Pulford., 1995).
Ce que nous expliquent les résultats obtenus et I’augmentation avec une déférence hautement
significative de I’activité enzymatique de la GST dans les tissus rénaux chez les rats traitée par
deltamthrine. ces résultats s’accordent aux travaux de (Carcamo JG et al.,2016)L’augmentation
de I’activite de cette enzyme est une réponse physiologique pour compenser les altérations qui
sont dus aux radicaux libres (Nuriye et Belma., 2005)

11-2-3-4-Effet sur le MDA
Le malondialdéhyde (MDA) est lI'un des indicateurs les plus fréquemment utilises de la
peroxydation lipidiqgue ou il est produit lors de la peroxydation des lipides
polyinsaturés (Geyuetal., 2014).
Notre étude montre une augmentation tres hautement significative du taux du MDA, est
causée apres a une peroxydation lipidique qui méne a une désintégration de la membrane
cellulaire favorisant la mort cellulaire ce qui explique le phénoméne de la néphrotoxicité (Ma
et al., 2012).Cette élévation est en accord avec les travaux de(Abdel-Daim et al .,2015)qui
ont montré une augmentation de la teneur rénale en MDA indiquant une augmentation des
lipides peroxydation qui implique le stress oxydatif rénal.
La formation de résidus de la peroxydation lipidique (MDA) résultant d’une augmentation
intracellulaire d’ERO,(Ghoshet al., 2010;Kakkar et al., 1998).
Aprés I’addition du C.colocynthis cette augmentation est significativement neutralisée par

rapport au témoin.
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Conclusion

Conclusion

L'utilisation des pesticides souléve un certain nombre de préoccupations environnementales et
sanitaires. Il est peut-étre le temps que la population ainsi que les autorités responsables
prennent conscience de ce probléme pour bien le gérer par ’utilisation prudente de ces
produits toxiques ou bien par 1’utilisation d’une agriculture biologique, semi-biologique ou
méme par le développement durable. A travers le travail que nous avons abordé, on peut
conclure que :

L’administration orale de la deltamethrine (0.32 mg/kg) pendant 17 jours a provoqué une
perturbation des paramétres de la fonction rénale chez les rats. Cette perturbation est associee
a une altération des reins. De plus, le statut antioxydant a été affecté, suggérant ainsi que la
DM altere le systeme antioxydant au niveau rénal ce qui génere un état de stress oxydant,
L’administration de 1’extrait de citrullus colocynthis en concomitance avec la deltamethrine a
fait diminuer le niveau de la toxicité, en modulant les niveaux des biomarqueurs de stress
oxydant, et en régulant 1’activité des enzymes antioxydantes (diminution de la concentration
du MDA, élévation du taux de la Glutathion péroxidase (GPx) et de la Glutathion-S-
Transferase (GST) , et aussi une diminution du glutathion réduit (GSH) dans les reins. Cette
combinaison a aussi révélé une amélioration du taux de la créatinine et de 1’urée sérique.

Les résultats indiquent clairement que 1’extrait de la plante joue un role protecteur important
vis-a-vis la toxicité rénale et hepatique provoquée par la gentamicine et qu’il a un effet
antioxydant tres puissant.

En effet, il ressort du présent travail que I’extrait de citrulluscolocynthis est un produit fort
intéressant et riche en possibilités thérapeutiques. Nos résultats sont pour nous remarquables
car ils ouvrent dans le future des perspectives expérimentales qui devraient nous permettre
d'identifier clairement les molécules impliquées dans I'effet néphrotoxique et antioxydant de
I’extrait de la plante et d'avancer vers une meilleure connaissance des mécanismes

moléculaires intervenant dans les effets pharmacologiques observé.
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